ラマンイメージングを用いた特定タンパク質の定量的局在解析技術とスペクトル処理法の開発 by 森 太一郎
ラマンイメージングを用いた特定タンパク質の定量
的局在解析技術とスペクトル処理法の開発
著者 森 太一郎
発行年 2018
URL http://hdl.handle.net/10236/00028006
2018年度 修士論文要旨 
ラマンイメージングを用いた特定タンパク質の定量的局在解析技術とスペクトル処理法の開発 
関西学院大学大学院理工学研究科 
生命科学専攻 佐藤研究室 森 太一郎 
【研究目的】本研究の最終目標は,ラマン分光法を用い特定のタンパク質を定量的に解析する技術の開発であ
る.分子生物学的タンパク質解析手法では,特定のタンパク質の同定や局在解析を行うことができる.しかし,染
色や標識,固定等,生体に対して,侵襲的な操作が必要不可欠であり,実験の結果に人為的影響が生じる恐れがあ
る.ラマン分光法は試料の分子組成を反映した情報を非侵襲的,無標識で得ることができる.本研究では,ラマン
スペクトル強度と蛍光タンパク質の蛍光強度からタンパク質濃度を予測する検量線を構築することで,細胞
中の特定のタンパク質を定性的に分析することを目指した.また,局在解析を目指した,ラマンイメージングへ
分析技術を拡張するために,適切なスペクトル処理条件の探索とソフトウェア開発を行った. 
 
【実験方法】ヒト胎児腎臓細胞(HEK293 細胞)に,カチオニックリポソーム法で電位依存性カリウムチャネル 
4.3(Kv4.3)と EGFP の配列を融合させた発現コンストラクトを導入し,融合タンパク質を過剰発現する細胞
(Fusion 群)を取得した.同様にして,Kv4.3(Kv 群)と EGFP(GFP 群)をそれぞれ発現させた細胞を取得した.これ
らの細胞と,未処理の HEK293 細胞(Control 群)に対し,蛍光顕微鏡を搭載したラマンシステムを用い,蛍光強度
とラマンスペクトルの同時測定を行った.スペクトルの処理,及び処理条件の探索には R言語を用いた. 
 
【実験結果と考察】Fusion群と,Control群のラマンデータを主成分分析(PCA)によって解析した.PCAの結果,2
種の細胞を判別することができた.同様に,Kv 群,GFP 群の細胞を合わせて分析した結果,Fusion 群と Kv 群
を,Control 群とは異なる集団として判別できた.PC のローディングプロットによると,細胞の代謝などの変化
が両群の判別に寄与することが示唆された.Fusion 群の細胞から得た蛍光強度を目的変数,同細胞から得たラ
マンスペクトルを説明変数として部分最小二乗回帰分析(PLSR)によって検量線を構築した.Leave one out cross 
validation によって得られたバリデーションカーブは,予測精度が低いことを示した.適切な検量線を得られな
かった原因として,Kv4.3 を過剰発現させた事によって細胞内の他の代謝系などにタンパク質発現量に対して
非線形な変化が起き,それがスペクトルに大きく反映されることで,蛍光強度とスペクトルの関係を非線形に
したためと考える.ラマンスペクトルに含まれるノイズ,例えばバックグラウンド,ダークノイズ,迷光,試料の
自家蛍光,等を除去するため,最適な条件の探索を行った.石英ガラスのスペクトルは特徴的かつ明確なバンド
を持つ.石英ガラスの差分による除去処理で最適な係数を得るためには,スペクトルの 2 つの地点の最短距離
から算出する Sugawara らが開発した手法[1]が適していることが分かった.一方,培地の差分による除去処理で
は,培地のスペクトルがブロードなバンドを持つため,係数算出に用いる領域を 1700 cm−1より高波数とした上
で,生スペクトルに対してバックグラウンドスペクトルの同波数領域を最小二乗近似によってフィッティン
グすることで係数算出を行う Least Squares methodか Sugawara methodが適していることが示された.自家蛍光
などによるベースラインの処理では,Chen らが開発した形態学的フィッティング法(I_Mor method)[2]による係
数導出が適していた.しかし,データ数が大きいラマンイメージデータの処理には処理時間が短い多項式近似
法が適していることが示唆された. 
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